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Abstract of WO 9718239 (A1) 

The invention relates to peptide conjugates comprising a sequence of at least 3 amino acids derived 
from a thymic hormone selected amongst thymuline and thymopoTetine, the amino acids being 
independently in the form D, L or DL, said sequence being chemically or physically conjugated with at 
least one compound selected amongst monocarboxylic acids having the general formula (I): HOOC-R, 
as well as alcohol, aldehyde or amide derivatives, the dicarboxylic acids having the general formula (II): 
HOOC-R1-COOH. The invention also relates to the use of such conjugates as medicaments, and 
pharmaceutical or cosmetological compositions containing them. 
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(57) Abstract 

The invention relates to peptide conjugates comprising a sequence of at least 3 amino acids derived from a thymic hormone selected 
amongst thymuline and thymopoietins the amino acids being independently in the form D, L or DL, said sequence being chemically or 
physically conjugated with at least one compound selected amongst monocarboxylic acids having the general formula (I): HOOC-R, as 
well as alcohol, aldehyde or amide derivatives, the dicarboxylic acids having the general formula (II): HOOC-R j-COOH. The invention 
also relates to the use of such conjugates as medicaments, and pharmaceutical or cosmetological compositions containing them. 



(57) Abreg* 

L' invention conceme des conjugu^s peptidiques comprenant une sequence d'au moins 3 acides amines derives d'une hormone 
thymique choisie parmi la thymuline et la thymopotetine, les acides amines pouvant fttre ind^pendamment sous forme D t L ou DL, ladite 
sequence etant conjugude chimiquement ou physiquement avec au moins un compos6 s61ectionn6 parmi: les acides monocarboxyliques de 
la formule generate (I): HOOC-R, ainsi que les derives alcool, aldehyde ou amide; les acides dicarboxyliques de la formule generate (II): 
HOOC-R i -COOH. Elle conceme dgalement leur utilisation a titre de medicament et des compositions pharmaceutiques ou cosm^tologiques 
les contenant. 
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CONJUGUES PEPTIDIQUES DERIVES DES HORMONES THYMIQUES, LEUR 
UTILISATION A TITRE DE MEDICAMENT ET COMPOSITIONS LES CONTENANT 

L'invention se rapporte a de nouveaux derives synthetiques de deux 
hormones thymiques, la thymuline et la thymosine, et a leurs applications, 
5 en tant que medicament ou dans le domaine de la cosmetologie. 

Les nombreuses etudes sur le fonctionnement du systeme 
immunitaire, ont mis en evidence le role capital du thymus et des 
hormones thymiques, dans la stimulation des defenses immunitaires de 
Torganisme. 

!0 Les hormones thymiques, en particulier la thymuline, "J.F. BACH et 

coll.", Ia thymopoietine "GRANDSTEIN" et la Thymosine "DAYNE" ont ete 
identifies comme etant de nature polypeptidique et peptidique. 

Ces hormones et principalement la thymuline et la thymopoietine, 
ont la propriete d'induire la maturation des lymphocytes T et de stimuler la 
15 reponse immunitaire de Torganisme. 

II a ete demontre scientifiquement qu'il existait une relation etroite 
entre la diminution des fonctions thymiques avec Page, et le vieillissement 
cutane sur le plan physiologique normal. 

Au niveau pathologique, la perte d'activite du thymus, 'involution", 
20 se traduit par l'apparition de troubles physiologiques : "maladies 
auto-immunes, alopecies (chute anormale des cheveux) etc.". 

II a egalement ete demontre qu'il existait unc relation entre les 
proprietes physiologiques du thymus et certaines cellules de Pepiderme. 

II existe en effet une similitude de structure entre certaines cellules 
25 du thymus et les keratinocytes. II a ete demontre que les keratinocytes 
secretent egalement t dans certaines conditions, une hormone du type 
thymopoietine identique a celle secretee par le thymus, et sont capables 
d'induire une maturation lymphocytaire post thymique, et de prendre 
ainsi le relais du thymus. 
30 Cette relation, entre les activitcs physiologiques des cellule du 

thymus et les keratinocytes, a ete reccmment confirmee par la mise en 
evidence dans les cellules du thymus, de la presence de keratine et dc 
keratohyaline, de structures identiques a la keratine et a Ia keratohyalinc 
secretee par les keratinocytes de l'epidcrme. 
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Par ailleurs la demonstration apportee sur le plan scientifique, que 
les keratinocytes en phase de differenciation secretaient une substance 
activant la croissance des thymocytes, l'ETAF confirme les relations 
physiologiques existant entre le thymus et les keratinocytes. (ETAF : 
5 Epidermal Thymocyte Activating Factor). 

II existe un parallele entre 'Tinvolution" du thymus et la 
diminution de la synthese de l'ETAF par les keratinocytes en fonction de 
Tage, avec toutefois un decalage fonctionnel en faveur des keratinocytes 
(maturation lymphocytaire post thymique). 
10 ^utilisation des hormones thymiques, en particulier la thymuline 

et la Thymopoietine en therapeutique, a fait l'objet de nombreux travaux 
pharmacologiques et cliniques, en vue de la stimulation et de la regulation 
des defenses immunitaires de Torganisme. 

Utilisees sous forme d'extraits ou de molecules obtenues par 
15 synthese chimique, ces produits ont donnes des resultats irreguliers et 
decevants, par suite de leur manque de stability et d'un effet ubiquitaire 
lie a Tabsence de relations doses-effets. 

La presente invention a pour objet, Tobtention par synthese 
chimique de derives peptidiques des hormones thymiques, dont la 
20 structure a ete orientee de fagon a leur assurer une grande stabilite 
physico-chimique, et une activite pharmacologique parfaitemcnt definie, 

Utilisant Tensemble des connaissances acquises et developpees 
recemment par nos equipes, concernant le role primordial de Tepiderme 
dans les defenses immunitaires et ses relations avec le thymus 
25 (International Society of Development and Comparative Immunology), la 
presente invention a pour objet, la realisation de derives peptidiques de 
synthese, dont Tactivite physiologique et therapeutique est orientee vers 
la stimulation et la modulation des defenses immunitaires du derme et de 
Tepiderme preferentiellement a toute action systemique. 
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Un des objets peterentiel de l'invention concerne la realisation par 
synthese chimique de metallopeptides dont les proprietes physiologiques 
sont specifiquement orientees vers ['activation du systeme immunitaire 
cutane, et la stimulation des fonctions germinatives des cellules basales de 
5 Tepiderme a 1'exclusion de tout effet secondaire sur rimmunite 
systemique (generate). 

La presente invention a pour objet la realisation de molecules 
peptidiques, homologues, ou derives des sequences peptidiques actives des 
principales hormones thymiques "la thymuline et la thymopoietine". 
10 Les nombreux essais cliniques effectues avec ces mediateurs 

hormonaux n'ont pas permis de mettre en evidence leur interet 
therapeutique. 

En effet, utilises sous forme de preparations injectables pour le 
traitement des deficits immunitaires et des affections auto-immunes, les 
15 resultats ont tous ete negatifs, en raison de leur activite ubiquitaire en 
fonction des doses administrees. 

II semble que ces effets ubiquitaires soient lies a la structure de ces 
composes, obtenu par synthese, qui ne leur permet pas de se fixer 
normalement sur les globulines et les recepteurs cellulaires, compte tenu 
20 de leur administration parenterale. 

C'est pourquoi Tun des objets de l'invention est la realisation de 
composes sous forme de metallopeptides obtenu par synthese, dont les 
activites physiologiques sont orientees vers la modulation du systeme 
immunitaire et Tactivation des cellules germinatives de Tepiderme, par 
25 applications topiques locales, selon le principe pharmacologique des 
"relations-structures-activites" (Principe de Hanch). 

Plus particulierement la presente invention a pour objet une 
composition pharmaceutique ou cosmetologique contenant au moins un 
conjugue peptidique comprenant une sequence d'au moins trois acides 
30 amines derives de la sequence totale de la thymuline ou de la 
thymopoietine, les acides amines pouvant etre sous forme D, L, ou DL, 
ladite sequence etant conjuguees chimiquement ou physiquement avec au 
moins un compose selectionne parmi : 
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- les acides monocarboxyliques de formule generate 

HOOC-R (I) 
dans laquelle R represente un radical aliphatique en C r C 2 o, lineaire ou 
ramifie, eventuellement substitue, pouvant comporter une ou plusieurs 
5 insaturations, 

ainsi que les derives alcool ou aldehyde ou amide des acides de formule I ; 

- les acides dicarboxyliques de formule generale 

HOOC-Ri-COOH (II) 

dans laquelle Ri represente un radical aliphatique divalent, comprenani 

10 au moins 3 atomes de carbone, de preference 3 a 10 atomes de carbone, 
droit ou ramifie, notamment un radical alkyl, alkylene, alkenylene ou 
alkynylene, pouvant comporter une ou plusieurs insaturations 
eventuellement substitue, notamment par un ou plusieurs groupes amino, 
hydroxy, oxo ou un radical alkyl en C r C 3 , R Y pouvant en outre former un 

15 cycle avec Tune des fonctions acides. 

Les conjugues selon l'invention, sont des derives de faible poids 
moleculaire, qui sont obtenus notamment sous forme de sels, d'esters ou 
d'amides des composes de formule I ou II. 

Parmi les composes de formule I, sont particulierement preferes des 

20 acides carboxyliques, a activite rnetaboliquc essentielle du cycle 
tricarboxylique de Krebs, agissant au niveau des mitochondries, comme 
coenzyme de decarboxylation oxydative, et dont les proprietes sont de se 
fixer preferentiellement par covalence sur les fonctions c amines de 
certains peptides, sous forme de lipo-amides, facilitant ainsi la 

25 presentation des conjugues peptidiques obtenus selon l'inventon au 
recepteur beta de classe G, des cellules de Tepiderme. 

Pour ces acides, et d'autres convenant a la mise en oeuvre de 
l'invention, R peut representer un radical aliphatique lineaire ou ramifie 
en C1-C20, notamment en C 1-C4, substitue ou non, notamment un radical 

30 alkyl, alkenyl ou alkyny], pouvant comporter une ou plusieurs 
insaturations et pouvant etrc substitue par un ou plusieurs radicaux 
choisis dans le groupe comprenant : 
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NH2, OH, oxo, thiol ou un radical cyclique non aromatique comportant de 5 
a 6 atomes dans Ie cycle dont 1 ou 2 pouvant etre differents du carbone, en 
particulier, S, O ou N, lesdits cycles pouvant etre substitues par des 
radicaux alkyl en Ci a C3, notamment methyl. 
5 En particulier lorsque R represente une chaine aliphatique en 

C20, elle peut etre substitute par un cycle choisi parmi 



10 




D'autres composes de formule I adaptes a la mise en oeuvre de 
Pinvention sont ceux pour lesquels, dans la formule generale I, R peut 
15 representer un radical monoinsature de configuration cis ou trans, de 
formule generale 

R 2 -CH=CH- 

dans laquelle R2 peut representer un radical alkyle lineaire ou ramifie 
comprenant au moins 6 atomes de carbone, de preference 6 a 16 atomes de 
20 carbone, eventuellement substitue par un groupe amino, hydroxy ou oxo. 

De maniere avantageuse, dans la formule II, Rj represente un reste 
alkylene en C4-C8 eventuellement substitue. 

Des conjugues peptidiques selon l'invention sont notamment ceux 
pour lesquels Pacide de formule generale I est choisi parmi l'acide 

25 acetique, Pacide pyroglutamique, Pacide DL lipoique, Pacide 
dihydrolipoYque, la N-lypoyl-lysine, les acides h}'droxydecenoiques et 
decenoiliques, Pacide retinoique et ses derives, le retinal et le retinol, 
Pacide myristique et ses derives, Pacide palmitiquc, sous forme de sels, 
d'esters ou amides, ou bien Pacide de formule generale II est choisi parmi 

30 Pacide adipique, Pacide a-amino adipique, Pacide pimclique, Pacide 
sebacique et leurs derives. 
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Les acides de formules generates I ou II sont de preference choisis 
parmi l'acide acetique et ses derives, 1'acide pyroglutamique, l'acide 
a-DL-Lipoique et ses derives, l'acide dihydrolipoique, la N-Lipoyl-Lysine, 
l'acide adipique, l'acide a-amino-adipique, l'acide pimelique, l'acide 
5 sebacique et ses derives, l'acide trans- 10-hydroxy-A2-decenoique et l'acide 
trans-oxo-9-decene-2-oique, l'acide retinoique et ses derives, le retinol, et 
le retinal, l'acide myristique et l'acide palmitique. 

La sequence en acides amines des conjugues selon l'invention 
contiendra Tune des 3 sequences suivantes : 
10 Gln-Gly-Gly 
Arg-Lys-Asp 
Lys-Asp-Val 

En effet plus speciquement, la presente invention concerne la 
realisation de deux series de molecules peptidiques dont les activites sont 
15 complementaires, au niveau des applications dans les domaines de la 
medecine humaine et de la dermo-cosmetologie. 

La presente invention concerne preferentiellement des conjugues 
peptidiques, derives de l'hormone thymique circulante, la thymuline, et 
dont les activites physiologiques sont orientees vers la maturation du 
20 systeme immunitaire et des differents mediateurs du systeme immunitaire 
cutane. 

Ces conjugues peptidiques etant particulierement orientes vers le 
traitement des maladies auto-immunes de la peau, et en particulier, la 
prevention et le traitement des alopecies quelles soient d'origine 

25 physiologique (vieillissement), traumatiques ou pathologiques. 

La presente invention concerne egalement la realisation de 
conjugues peptidiques, derives de Thormone thymique cellulaire, la 
thymopo'ietine, et dont les activites physiologiques sont egalement 
orientees vers la maturation du systeme immunitaire de la peau, tout en 

30 possedant une activite preferentielle pour la stimulation des metabolismes, 
des cellules de l'epiderme, en particulier des keratinocytes germinatifs, 
dont ils stimulent les secretions et les syntheses cndocellulaires des 
molecules de structures "keratines de bas poids moleculaires et 
keratohyalines". 

35 
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Cette serie de conjugues peptidiques etant particulierement 
indiquee, vers le traitement des maladies de la peau, liees a des deficits 
immunitaires, et en particulier, au traitement preventif et curatif, du 
vieillissement cutane d'ordre physiologique (age) ou pathologique. 
5 De preference la sequence en acides amines des conjugues 

peptidiques derives de la thymuline repond a la formule generate 
suivante: 

X-Gln-Gly-Gly-Y 

dans laquelle Gin represente la glutamine ou un derive de la glutamine, 
10 Gly represente la glycine ou un derive de la glycine ; les derives 

comprennent notamment les derives halogenes des acides amines en 

cause. Les acides amines peuvent etre sous forme naturelle ou non. 

Selon Tun des aspects de Tinvention, les conjugues peptidiques 

presenteront done la formule suivante : 
15 A-X-Gln-Gly-Gly-Y (III) 

dans laquelle A est un compose de formule generale I ou II tel que defini 

precedemment, en particulier l'acide DL lipoique, Tacide dihydrolipoique 

ou la N-lypoyllysine. 

- X est : Ser, Lys-Ser, Ala-Lys-Ser, Pyr-Ala-Lys-Ser, une liaison ou 
20 Glx-Ala-Lys-Ser 

dans laquelle Glx est : Pyro-Glu, Glu ou Gly et ses derives 

- Y est : Ser-Asn-OH 

Ser-Asn-NH2 
25 Ser-OH 
Ser-NH2 

Les amino-acides etant sous la forme L, D ou DL 

30 Dans les formules qui suivent, Pyr represente l'acide 

pyroglutamique. 
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De preference, les conjugues peptidiques de formule 111 component 
une sequence d'au moins 4 acides amines, en particulier de 4 a 9 acides 
amines, celle-ci comprenant avantageusement la sequence Gln-GIy-Gly- 
Ser. 

5 La presente invention concerne tout particulierement les 

conjugues suivants : 





I 


A - 


Pyr - 


Ala - 


Lys - 


Ser - 


Gin - 


Gly - 


Gly - 


Ser - 


Asn 




1 1 


A - 


Pyr - 


Ala - 


Lys - 


Ser - 


Gin - 


Gly - 


Gly - 


Ser - 


NH 2 




III 


A - 


Ala - 


Lys - 


Ser - 


Gin - 


Gly - 


Gly - 


Ser - 


Asn - 


NII 2 
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IV 


A - 


Ala - 


Lys - 


Ser - 


Gin - 


Gly - 


Gly - 


Ser - 


NII 2 






V 


A - 


Lys - 


Ser - 


Gin - 


Gly - 


Gly - 


Ser - 


Asn - 


Nil 2 






VI 


A - 


Lys - 


Ser - 


Gin - 


Gly - 


Gly - 


Ser - 


NH 2 








VII 


A - 


Ser - 


Gin - 


Gly - 


Gly - 


Ser - 


Asn - 


NH 2 








VIII 


A - 


Ser - 


Gin - 


Gly - 


Gly - 


Ser - 


NH 2 








15 


IX 


A - 


Gin - 


Gly - 


Gly - 


Ser - 


Asn - 


NH 2 










X 


A - 


Gin - 


Gly - 


Gly - 


Ser - 


NH 2 











XI A-Ala-Lys-Ser-Gln-Gly-Ser-Asn-OH. 

A etant defini precedemment ainsi que les derives de ces molecules 
20 sous forme de sels, d'esters ou d'amides. 

Les sequences d'amino-acides mentionnees ci-dessus, peuvent etre 
des sequences d'amino-acides naturels ou non naturels. 

II est egalement precise que les conjugues peptidiques mentionnes 
ci-dessus et faisant Tobjet de la presente invention, peuvent etre obtenus 
25 sous la forme terminale NH2 et sous la forme terminale OH. 

De meme, dans certains cas, il est possible que certains de ces 
amino-acides comportent des fonctions par exemple des glycosylations. 

Selon un autre aspect, Tinvention concerne des conjugues 
peptidiques derives de la thymopoietine ct repondant a la formule 
30 generale suivante : 

A-W-Lys-Asp-Z (IV) 
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dans laquelle A est un compose de formule generate I ou II tel que defini 
precedemment ou le radical correspondant, et notamment Pacide acetique 
et ses derives, Pacide DL-a-lipoique et ses derives, Pacide dihydrolipoique, 
la N-lipoyl-lysine, Pacide adipique, Pacide a-amino-adipique, Pacide 
5 pimelique, Pacide sebacique et derives, Pacide trans-oxo-9-decene-2- 
oique, Pacide trans-hydroxy-10-decene-2-oique 
W represente : Glu-Gln-Arg, GIn-Arg, Arg, 

Arg-Lys-, Arg-Lys-Asp ou une liaison 
Z represente : Val-Tyr-NH 2 , Val-Tyr-OH 

10 Val-NH 2 , Val-OH, Tyr-OH, Tyr-NII 2 , 

OH ou NH 2 

W et Z 6tant choisis de telle sorte que Pune au moins des sequences Arg- 
Lys-Asp ou Lys-Asp-Val est presente dans les composes de formule IV. 

Des conjugues peptidiques de formule IV comportant la sequence 
15 Arg-Lys-Asp-Val donnent d'excellents resukats. 

Les acides amines peuvent etre sous forme D, L ou DL et peuvent etre 
eventuellement glycosyles, 

Des conjugues peptidiques particulierement adaptes, et dont les 
activites biologiques sont complementaires des conjugues peptidiques de 
20 formule III, sont les conjugues de formule IV suivants : 



XI 


A-Glu-Gln-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-NH2 


XII 


A-Glu-Gln-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-OII 


XIII 


A-Gln-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-NH 2 


XIV 


A-Gln-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-OH 


XV 


A-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-NH2 


XVI 


A-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-OH 


XVII 


A-Lys-Asp-Val-Tyr-NH 2 


XVIII 


A-Lys-Asp-Vat-Tyr-OH 


XIX 


A-Arg-Lys-Asp-Val-NH 2 


XX 


A-Arg-Lys-Asp-Val-OH 


XXI 


A-Arg-Lys-Asp-NH2 


XXII 


A-Arg-Lys-Asp-OH 
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"A" etant defini precedemment ainsi que les derives de ces 
molecules sous forme de sels, d'esters, ou d'amides. 

Les sequences d'amino-acides mentionnes ci-dessus peuvent etre 
des sequences d'amino-acides naturels ou non naturels. 
5 II est precise que les conjugues peptidiques mentionnes ci-dessus 

peuvent etre obtenus sous la forme terminale NH2 ou OH. 

Les conjugues peptidiques selon I'invention peuvent egalement se 
presenter sous forme de complexes moleculaires avec un metal, 
notamment le zinc. 

10 Les conjugues selon I'invention pourront etre obtenus par 

synthese, par des techniques connues de l'homme du metier. 

Les syntheses des peptides libres peuvent etre effectuees d'apres les 
techniques de MERRI FIELD, selon deux precedes, 

Dans un premier procede, on utilise un derive de la Glutamine 
15 protege dans sa fonction d'amide y par le "Mbh" 4,4-dimethoxybenzhydryL 
Dans un second procede, la synthese est effectuee sans protection de 
l'amide y des residus de la Glutamine. 

En utilisant la premiere et la seconde procedure, la partie protegee 
C-terminale du dipeptide est associee respectivement au tetrapeptide 
20 protege Ser-Gln-Gly et a Thexapeptide protege Ala-Lys-Gln-Gly-Gly. 
Ainsi, la preparation des polypeptides de sequence 

X-Gln-Gly-Gly-Y ( 

25 dans laquelle Y represente Ser-Asn et X represente Ser ou Ala-Lys-Ser, est 
effectuee en associant le dipeptide protege Ser-Asn avec le peptide protege 
X-Gln-Gly-Gly et par relimination consecutive possible des groupes 
protecteurs. 

En utilisant la seconde procedure, c'est done l'octapeptide 
30 Ala-Lys-Ser-Gln-Gly-Gly-Ser-Asn qui est obtenu, alors qu'en utilisant la 
premiere procedure, le meme octapeptide est prepare a partir de 
Thexapeptide Ser-Gln-Gly-Gly-Ser-Asn en passant par l'heptapeptide 
Lys-Ser-Gln-Gly-Gly-Ser-Asn. 
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L'octapeptide Ala-Lys-Ser-Gln-Gly-Gly-Ser-Asn permet alors de 
preparer les deux formes, par association du premier residu PyroGlu ou 
Gin. 

Le processus utilise pour associer le residu PyroGlu dans la 
5 sequence Ala-Lys-Ser-Gln-Gly-Gly-Y est le meme quelles que soient les 
significations possibles de Y, a savoir Ser et Ser-Asn, et les significations 
possibles qui en sont derivees par la modification d'un acide amine, par 
exemple pour Ser-Asp, Ala-Asn. 

Cette association est obtenue de maniere avantageuse au moyen du 
10 derive PyroGlu-OTcp dans la sequence Ala-Lys-Ser-Gln-Gly-Gly-Y, dans 
laquelle certains acides amines ont la possibility d'etre proteges dans leur 
fonction sur la chaine laterale. 

Les derives peptidiques faisant I'objet de la presente invention et 
precedemment decrits, peuvent etre utilises sous leur forme peptidique ou 
15 sous forme de conjugues, avec les acides carboxyiiques precedemment 
decrits repondant a la formule generate I. 

Ces memes conjugues peptidiques peuvent etre utilises sous forme 
de complexes moleculaires avec un metal. 

Le metal utilise pour la realisation des complexes 
20 metallo-peptidiques de la presente invention est par exemple le Zinc, sous 
forme de ZnCl2 qui peut etre couple sous forme de sel, avec un groupe 
carboxylique de Pamino acide terminal, ou sous forme de complexes 
n peptides-Zn2" dans les proportions suivantes de 0,5 a 5%, de preference 
1% de ZnCh par molecule peptidique. 
25 Ces proportions sont variables en fonction du poids moleculaire du 

conjugue peptidique. 

Le complexe metallo-peptidique peut notamment etre obtenu en 
solution a 10% de Znc^, pour une molecule peptidique, apres chauffage a 

20° C pendant 10 minutes, 
30 Le complexe est ensuite purifie, par exemple sur colonne de biogel 

P-2, et elue avec de Peau distillee et lyophilise. 

On obtient un colyophilisat stable contenant 1% de Zinc fixe a la 
molecule du peptide par affinite. 
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L'ensemble des composes selon la presente invention peut etre utile 
a titre de medicament. 

En particulier, les conjugues selon la presente invention peuvent 
servir a la preparation d'un medicament destine a corriger les deficiences 
5 du systeme immunitaire. 

Des compositions pharmaceutiques peuvent contenir au moins un 
conjugue selon Pinvention et des excipients adaptes a Padministration par 
voie parenterale ou par voie topique externe. 

Ces compositions sont utilisables aussi bien dans le domaine de la 
10 medecine humaine et veterinaire, administrables par voie orale, ou 
parenterale, mais de preference sous forme administrate par voie topique 
externe. 

Des compositions particulierement adaptees a la mise en oeuvre de 

Pinvention sont celles contenant Tun des conjuges suivants : 
15 . acide ac6tique-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-NH2 

. Pyr-Ala-Lys-Ser-Gln-Gly-Ser-Asn-OH 

eventuellement sous forme de complexe avec un metal. 

Les conjugues peptidiques faisant I'objet de Pinvention, leurs 

derives et leurs compositons galeniques peuvent etre presentcs sous forme 
20 de cremes, de laits, de lotions ou de sprays, et comporter des excipients 

connus et eventuellement d'autres principes actifs. 

lis peuvent etre utilises seuls, ou sous forme d'assoctations ou de 

compositions galeniques pour le traitement des maladies auto-immunes 

dans les differents domaines de la dermatologie. 
25 L'invention concerne egalement Putilisation des conjugues 

peptidiques en dermocosmetologie et en cosmetologie. 

La presente invention a done pour objet des compositions 

galeniques, pharmaceutiques, et cosmetologiques comprenant au moins un 

des conjugues peptidiques decrit precedemment. 
30 Les conjugues peptidiques de Pinvention, leurs derives, leurs 

associations avec des principes actifs connus, peuvent etre utilises sous 

forme de preparations cosmetologiques et capillaires, notamment pour le 

rajeunissement et le renouvellement des couches superficiclles de la peau, 

et en particulier pour le traitement cosmeto-capillaire de la chute des 
35 cheveux. 
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Les exemples qui suivent sont destines a illustrer l'invention, et 
notamment l'activite immunostimulante des peptides thymiques de 
synthese administres par voie topique, sans aucunement en limiter la 
portee, 

5 Dans ces exemples, on se referera aux figures suivantes : 

Hgure 1 : Action de l'ETF sur la synthese de DNA. 

Figure 2 : Action de l'ETF sur les cellules NK par voie topique (cellules 
cibles : YAC1). Le pourcentage de iyse est represents aux jours 1, 3, 6, 9, 15, 
18 et 21 de Pinjection, pour les differents rapports cellules 
10 effectrices/cellules cibles. 

Figure 3 : Action d'ETF sur les cellules NK par voie topique (cellules 
cibles P815). 

Figure 4 : Action de l'ETF sur les cellules NK in vitro. Le pourcentage de 
lyse en fonction du rapport cellules effectrices/cellules cibles est donne 
15 pour differentes doses d'ETF. 

Figure 5 : Action de l'ETF sur les cellules NK par voie injectable. Le 
pourcentage de lyse en fonction du rapport cellules effectrices/cellules 
cibles est represents apres stimulation par 15 ng d'ETF, et pour des 
animaux temoins. 

20 Hgure 6 : Role de l'interferon dans la stimulation des cellules NK par ETF 
par voie injectable. Le pourcentage de lyse est donne en fonction du 
rapport cellules effectrices/cellules cibles, en presence ou non d'anti- 
interferon. 

Figure 7 : Action de l'ETF sur des cellules NK par voie injectable : 
25 cinetique de la reponse 1, 3 et 8 jours apres administration de 15 ng ETF par 
voie intra-peritoneale. 

EXEMPLE N° 1 - PREPARATION DU CONJUGUE N° II 

30 A-Pyro-Ala-Lys-Ser-Gln-Gly-Gly-Ser-NH 2 
A = acide DL Lipoique 
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La synthese est realisee selon la methodologie generale decrite 
selon les etapes suivantes : 



1 - Boc-Gln-Gly-Gly-OMe 
5 2 - Trifluoroacetate-Gln-Gly-Gly-OMe 

3 - Z-Ser-NH-NH 2 (But) -> Bop -> DIEA -> DMF 

4 - Z-Ser-Glu-Gly-GLy-Ser-NH 2 

5 - Acide Lipoique -> BOP -> DIEA -> DMF 

6 - Lipoyl-Pyro-Ala-Lys-Ser-Gln-Gly-GLy-Scr-NH 2 

0 

Analyse HPLC des amino-acides 

Asp-1,02 ; Ser-1,77 ; Glu-1,0 ; Gly-2,00 ; Ala-0,91. 



15 



20 



EXEMPLE N" 2 - PREPARATION DU CONJUGUE N° III 

A-Ala-Lys-Ser-Gln-Gly-Gly-Ser-Asn-NH 2 

A = Acide Adipique 

La synthese a ete realisee selon la methodologie generale selon les 
etapes suivantes : 



1 - Z-D-Ala-Lys-(Boc)-Ser(But) -> DMF 

2 - Lys-(Boc)-Ser(But)-Gln(Mbh) -> DMF 

3 - Gly-GIy-Ser(But)-Asn-0-But 

4 - Me.OH -> CH3COOH -> D-Ala-Lys(Boc)-Ser(But)-Gln(Mbh) 
25 -> Gly-Gly-Ser-Asn(But) 

5 - Acide Adipique -> BOP -> DIEA 

6 - Adipoyl-Ala-Lys-Ser-Gln-Gly-Gly-Ser-Asn-NH 2 



Analyse HPLC des amino acides 



30 Asp-1,02 ; Ser-1,77 ; Glu-1,0 ; Gly-2,00 ; Ala-0,91. 
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EXEMPLE N° 3 - PREPARATION DU CONJUGUE N° I 

A-Pyro-AIa-Lys-Ser-Gln-Gly-Gly-Ser-Asn-NH 2 
A = Acide Acetique 

5 Ce conjugue est obtenu par la methodologie decrite a l'exemple 1 a 

partir du derive : 

Ala-Lys(Boc)-Ser(But-Gln-Mbh)-Gly-Gly-Ser(But)-Asn(But) 
decrit precedemment. 

On obtient un produit hornogene par chromatographie dans les 
10 solvants G et H, a pH 2, 3. 

Analyse HPLC des amino acides. 

Asp-0,97 ; Ser-l r 67 ; Glu-1,84 ; Gly-2,00 ; Ala-0,98. 

EXEMPLE 4 - MESURE DE L'ACTIVITE SUR LES CELLULES DE 
15 LANGERHANS IA+ ET LES THYMOCYTES THY. 1.2+ DE L'EPIDERME 
DES SOURIS C57-BL/6 

I Resume 

20 Les keratinocytes des souris "C57-BL/6" stimules par les derives 

peptidiques des hormones thymiques liberent les mediateurs (messagers 
cellulaires) tels que l'ETAF, 1'ILl et lL6 t qui induisent une activation de la 
reponse immunitaire des cellules immunocompetemes de Tepiderme, les 
cellules de Langerhans Ia+ et les Thymocytes Thy 1.2+. 

25 La mesure de cette activation par les techniques 

d'immunofluorescence est caracteristique de Tactivite immunomodulatrice 
des peptides thymiques. 

I I Materiel et Methode 

30 

1 - Echantillons exoerimentes - Code : FTT 



En solution dans propylene glycol a (c) =10-5 M/ml 
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ETF - Peptide - n° I 
ETF - Peptide - n c III 
ETF - Peptide - n° XV 
ETF - Peptide - n° XIX 

5 

temoin - propylene glycol 

2 - Methodologie 

10 Des souris males C 57 - BL/6 agees de 5 a 7 semaines, reparties a 

raison de 4 par cage, avec libre acces a l'eau et a la nourriture sournises a 
une photoperiode de 12 h de lumiere par 24 heures, rec;oivent 
quotidiennement et pendant 5 jours consecutifs unc application topique du 
peptide dans du propylene glycol (vol de 50 pi), sur la face dorsale de 

15 I'oreille. 

Le jour 6, les animaux sont sacrifies. On procede au prelevement des 
oreilles avec separation de la face dorsale et de la face ventrale. 

Les tissus de la face dorsale sont immerges dans de TEDTA de Na 
(0,020 M) pendant 2 h a 37° C. 
20 Apres incubation, l'epiderme est preleve sous forme de feuillet 

intact fixe a l'acetone et rehydrate dans du PBS (tampon phosphate). 

Les CED (cellules epidermiques dendritiques) Thy 1-2 + et la + sont 
identifiees par double marquage en immunofluorescence indirecte. 

Le nombre de cellules par mm 2 est determine par les zones 
25 peripheriques de meme surface, pour chaque feuillet epidermique. 

Les CED (cellules epidermiques dendritiques) portant le marqueur 
Ia+ ont ete identifiees par I'utilisation d'un anticorps monoclonal anti-Ia+. 

Les feuillets epidermiques sont fixes a l'acetone, puis incubes 
pendant 1 h a 37° C en presence de l'anticorps monoclonal anti-Ia+ et 
30 marques par la methode de l'immunoperoxydase indirecte (Kit). 

Apres incubation pendant 10 minutes a 37° C avec une solution 
d'amino-ethyl-carbazol, la preparation est lavee au PBS. 
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Les CED Thy 1.2+ ont ete identifies par double marquage en 
immunofluorescence indirecte. Les feuillets epidermiques ont ete fixes a 
P acetone puis rehydrates dans le PBS. 

Les tissus marques simultanement par des anticorps de souris 
5 anti-Thy 1.2+ dilues au 1:100 pendant 16 h a 4° C Les echantillons de tissus 
ont ete laves trois fois dans du PBS pendant 60 mn puis incubes 60 mn a 37° 
C, soit avec des anticorps de chevre anti-souris couples a la rhodamine, 
dilues au 1:20, soit avec des anticorps de chevre anti-lapin couples a la 
fluoresceine (fluorescine diluee au 1:20 dans le PBS. Les tissus ont ensuite 

10 ete laves dans le PBS avant d'etre montes comme decrit precedemment). 

Les temoins comportaient des feuillets epidermiques non marques a 
l'anticorps primaire et incubes uniquement en presence des reactifs 
secondaires, afin de mettre en evidence d'eventuelles reactions croisees 
avec les anticorps conjugues a la rhodamine et a la fluoresceine. 

15 Le nombre de cellules de Langerhans Ia+ ou de CED Thy 1.2 + par 

millimetre carre a ete determine dans quatre zones peripheriques de 
meme surface pour chaque feuillet epidermique, par 
immunofluorescence, au microscope confocal Zeiss equipe a cet effet. Au 
moins quatre animaux ont ete etudies dans chacun des groupes. La densite 

20 de cellules de Langerhans Ia+ et de CED Thy 1.2 + est indiquee pour chaque 
mesure. 

3 - Resultats 

25 Les resultats resumes dans le tableau I montrent que ETF et ses 

homologues, administres par voie topique a des souris C 57 BL/6 
augmentent de fagon hautement significative, Tactivite des cellules 
residentes du systeme immunitaire cutane. 

On observe notamment une augmentation significative des 

30 phenotypes des cellules dendritiques epidermiques de Langerhans Ia + - 
(HLADR) a des doses de 0,1 a 1 nanogrammes. 
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Parallelement, on observe egalement une augmentation 
significative de Tactivite des thymocytes epidermiques de phenotype Thy 
1.2 +, c'est a dire ETAF dependants, a des doses identiques. 

La reponse immunitaire cutanee est sous la dependance de l'activite 
5 des Keratinocytes nuclees qui secretent TETAF et les mediateurs de 
Timmunite, c'est a dire le 2eme signal sans lequel il n'y a pas de fonction 
immunitaire physiologique normale (Immuno-dermatologie L.D.H.). On 
peut considerer que TETF et ses homologues, retablissent les fonctions 
immunitaires de l'epiderme par activation des Keratinocytes des couches 
10 basales de fagon physiologique, par opposition a la stimulation 
antigenique exogene. 
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EXEMPLE 5 - MESURE DE L'ACTIVITE ETP N° IX SUR LES 
KERATINOCYTES DE PEAU HUMAINE ISSUS DE PRIMOCULTURE 

I Materiel et Methode 

5 

1 - Modele Cellulaire 

Culture des Keratinocytes humains normaux 

10 - Sources : Plastie mammaire 

- Primoculrure : Les tissus fraichement biopsies, en asepsie 

totale, sont digeres a + 4° C dans la trypsine 
0,25%, afin de separer I'epiderme du derme. 
15 L'epiderme est ensuite dissocie sous action mecanique douce ou 

enzymatique afin d'obtenir des cellules individualisees. Seules les cellules 
basales seront capables de se multiplier in vitro. 

La culture est realisee en athmosphere humide controlee (95% 02 - 
5%C02) a 37° C. 

20 En culture monocouche, la concentration en calcium se situe entre 

0,05 et 0,1 mM. Dans ces conditions, les Keratinocytes proliferent 
rapidement mais ne forment pas de strates. La synthese des keratinocytes 
est maintenue. Les espaces intercellulaires sont iarges : les connections 
cellulaires sont assurees par les microvillosites et non par les 

25 tight-junctions. Les tonofilaments de Tespace perinucleaire sont visibles 
mais ils ne sont pas encore rattaches aux plaques d'encrage. 

La stratification peut etre induite par une augmentation de la 
concentration finale en calcium dans le milieu de culture jusqu'a 1,2 mM. 
Alors la formation de desmosomes apparait au bout de 2 heures. 

30 Le taux de sodium et de potassium intracellulaire augmente des la 12eme 
heure, de plus, il n'est pas bloque par les inhibitcurs classiques du flux 
Ca2VNa+ 



WO 97/18239 



PCT/FR96/01812 



21 

La stratification verticale est visible au bout de 2 jours et la 
differentiation terminale s'acheve par des cellules a enveloppe cornifiee. 

(Hennings et coll. 1980). 

5 

2 - Echantillons analyses 

I - Derive ETF n° IX, lyophilise-dans Dextran (40g/l) 10' 6 M dans 
milieu de culture final. 
10 II - Thymopoietine Crist. SIGMA - 10 6 M dans milieu de culture final. 

III - Temoin : Dextran 15.000 D - (40g/l). 

IV - Proteines cellulaires - Sol. de broyat cellulaire de reference a 50 

microgrammes par ml. 

15 3 - Methodologie 

La culture de keratinocytes humains est rcalisee comme decrit par 
Henning et coll (1983) ou Fuchs et coll (1981). On effectue egalement des 
cultures air-liquide selon la methodologie suivante. 

20 

- Lattices de collagene sur grille 

Du collagene de type I ou IV est incorpore au milieu de culture. 

Des fibroblastes 3T3 sont ajoutes a cetie solution a la concentration 
de l,5.10Vml et ensemmences en boite de petri de 35 mm qui sont ensuite 
25 placees a 37° C. 

Apres la formation du gel, du milieu est rajoute de facon a recouvrir 
entierement les lattices. Les keratinocytes sont ensemmences et maintenus 
ainsi en culture immergee durant 7 jours. 

A ce stade les lattices sont transferees sur des grilles en acier 
30 inoxydable. Ces grilles sont placees dans des boitcs contenant du milieu 
pendant 7 a 24 jours. 
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- Membrane basale artificielle 

Des cellules endotheliales de cornee de boeuf sont cultivees sur des 
filtres recouverts de collagene. Apres stimulation avec un facteur de 
croissance type FGF, ces cellules secretent du collagene IV et de la 
5 laminine, ainsi que d'autres molecules qui se deposent sur le collagene 
reconstituant ainsi une pseudo-membrane basale. 

Apres elimination des cellules endotheliales bovines, les 
keratinocytes sont ensemmences sur ce support. 

10 - Derme artificiel 

Des fibroblastes sont incorpores dans un gel de collagene. Apres 
retraction du gel, les keratinocytes sont ensemmences sur cette lattice. 

- Membrane basale du derme 

15 Des fragments de peau humaine sont desepidermises par immersion 

pendant 5 jours dans du PBS a 37° C. Apres un tel traitement l'epiderme se 
detache completement au dessus de la membrane basale. Des congelations 
et decongelations successives vont tuer les fibroblastes. Ce tissu, 
comportant le derme et la basale, servira de couche nourriciere pour les 

20 keratinocytes. 



Culture sur : 
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Le controle de differenciation de l'epiderme est effectue par 
microscopie electronique (Prunieras, 1988), par analyse biochimique 
(Tinois et coll, 1993) et par analyse immunologique (Woodcock et coll, 1982, 
Prunieras, 1988). Cette derniere peut metire en jeu des anticorps anti- 
5 involucrine, anti-transglutaminase epidermique, anti-fillagrine et anti- 
keratines (AE1, AE2, AE3). 

Les keratines 48 Kd sont les marqueurs de la proliferation. 

Les keratines 50 et 58 Kd sont les marqueurs permanents des 
keratines. 

10 Les keratines 56,5 et 65/67 Kd sont les marqueurs de la 

differenciation. 

Les marqueurs cellulaires choisis sont les Keratines de bas poids 
moleculaire 46/47 KD specifiques de la croissance des cellules 
germinatives et de leur differentiation cellulaire. 
15 Les filaggrines marqueurs de la Keratohyaline. 

Marquage fluorescent indirect selon la technique de sandwich - 48 
heures apres 1'apport de calcium au milieu de culture (stratification). 

I - Anticorps primaires "SIGMA" 

20 

- Ac de rat antikeratine humaine 46-47 KD. 

- Ac humain antikeratine humaine 56,5/68 KD 

- Ac humain antikeratohyaline (Filaggrine) 

25 II - Anticorps secondaires "SIGMA 11 

- Ac de souris anti Ig G2 de rat marques F1TC. 

- Ac de chevre anti Ig G humaine marque FITC. 

30 * Dosages microscopiques 

- "Microscope ZEISS Confocal Laser Scanner" 

- Epi-fluorescent - LSM 310 

- Mesure des marqueurs cellulaires par immunofluorescence, 

avec enregistrement graphiquc. 



WO 97/18239 



PCT/FR96/01812 



24 

* Dosages spectrofluorimetriques 

- "Spectrofluorimetre Perkin Elmer LS - 50 B", 

- Sur broyat surnageants cellulaires. 

5 

* Dosages dcs protcincs cellulaires 

- Technique de LOWRY au spectrophotometre UV 
Perkin Elmer (surnageants de broyats cellulaires). 

10 I I Resultats 

Les tableaux n° II et III resument Pactivite du peptide n° IX "ETF M 
sur la croissance des cellules germinatives des couches basales et 
suprobasales de Pepiderme - "Keratinocytes jeunes". 

15 L'intensite de fluorescence des cellules traitees par ETF n°IX est 

apprecie comparativement a Pintensite de fluorescence des temoins. 

On observe une augmentation significative des cellules 
pre-Keratinocytaires germinatives et de ieur activite metabolique. En 
particulier au niveau des syntheses de Keratine de bas poids moleculaire et 

20 des Keratohyalines "Filaggrines", de structures scmblables a celle de la 
medulla du thymus. 
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Tableau II "Resume' 



Action de 1'ETF sur la synthese keratinocytairc de la keratine 
46-47 KD et des proteines cellulaires comparativcment a un 
5 temoin (exprimes cn microgrammes/ml). 



10 



Produit 



Concentration 
M 



Keratine 

/Proteine 

Moyenne 



Keratine 
/Proteine 
Ecart Type 



Stimulation 
% 



Thymo- 
poietine 



10* 



94,8 



3,4 



19 



15 



ETF 
N°-IX 



10-6 
10-8 
10-10 
10-12 



151,5 
156,0 
148,9 
113,0 



149 
13,2 
22,9 
5,6 



90 
95 
86 
41 



20 Tableau III "Resume" 

Action de 1'ETF sur la synthese kcratinocytaire de la 
keratohyaline ct des proteines comparativcment a un temoin 
(exprimes en microgrammes/ml). 



Produit Concentration Keratohyaline Keratine Stimulation 

M /Proteine /Proteine % 

Moyenne Ecart Type 



30 Thymo- 

poietine 10* 4,99 0,54 35 



10* 5,97 0,12 62 

ETF 10-8 6,75 0,66 83 

35 N°-IX 10-10 5,13 0,25 39 

10-1 2 5,11 0,39 38 
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EXEMPLE N° 6 - ACTION DE L T ETF SUR LES GRANULOCYTES 

"MONONUCLEAR PHAGOCYTE SYSTEM" 

I Introduction 

5 

La reponse immunitaire de TEpiderme est sous la dependance des 
Keratinocytes et des cellules de Langerhans, en association avec d'autres 
lignees cellulaires "granulocytes-thymocytes" etc... 

Les cellules de Langerhans sont considerablement moins 
10 competentes pour la phagocytose que les keratinocytes, Ce qui les 
difference formellement des macrophages 1 '. 

Elles sont semblables, phenotypiquement et fonctionnellement des 
cellules "voilees" (Veiled Cells) de la lymphe afferente et des cellules 
interdigitalisees des nodules lymphatiques. 
15 L'action des cellules de Langerhans est le resultat d'une cooperation 

cellulaire, en particulier avec les cellules granulocytaires "phagocytes" 
sous la dominante des keratinocytes. 

II etait done interessant d'apprecier I'activite de TETF, sur Tactivite 
phagocytaire des granulocytes polymorphonuclears et des systemes 
20 cellulaires voisins, notamment des cellules NK (ENKAF, Epidermal Cell 
derived Natural Killer Activating Factor). 

II - Action de l'ETF sur les granulocytes sanguins 
25 1 ) Protocol e : 

Des cellules polymorphonuclears de sang peripherique humain 
(granulocytes neutrophiles), a une concentration dc 106 cellules/ml, sont 
preincubees 20 mm a 37° C avant l'addition de luminolet de particules de 
30 zymosan opsonisees par du serum. 
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La chimiluminescence est mesuree toutes les 3 minutes apres 
l'addition du dernier reactif. Les resultats representent la moyenne de 5 
mesures independantes pour chaque point. (Deviation standard inferieure 
a 5% de moyenne). 

5 

Deux systemes sont utilises : 

A. L'agent inducteur est le peptide ETF n°I present pendant toute la duree 
de Tessai . 

10 

Des granulocytes normaux de sang peripherique humain, enrichis 
par sedimentation en dextrane et debarrassees des erythrocytes par lyse 
hypotonique. L'ETF est teste a des concentrations de 10, 1 et 0,1 ng/mL 

15 B. L'agent inducteur ETF est elimine par lavage apres pr eincubation et 
avant l'addition des reactifs chimiluminescents . 

Granulocytes normaux de sang peripherique humain purifies par 
decantation sur dextrane et lyse hypotonique des erythrocytes. ETF est 
20 incube 20 mm a 37° C avec les granulocytes puis elimines par lavage avant 
Taddition de zymosan opsonise et de luminol. 

2 - Resultats : (les valeurs representent la moyenne de 5 mesures) 
9q Systeme A 



Traitement Valeurs de chimiluminescence a : (mm) 

des cellules 3 6 9 12 15 18 21 



PBS 22966 77 598 140423 178951 198063 191 781 188531 

ETF 10ng/ml Z2.258 140 100 170 947 183 578 174710 160718 13779S 

1 Kg/ml 59 867 1 38 846 1 83 578 207 713 203 449 188 901 168 813 

0,l^g/ml 29 205 86 761 143463 176 924 193 589 188 573 179449 



35 
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Traitement Valeurs de chimiluminescence a : (mm) 

des cellules 6 9 12 15 18 

PBS 69924 114751 144 83 8 162 594 164750 

ETF 10ng/ml 103 105 119 677 125 307 119 952 112 499 

0,lng/ml 100 532 124 819 134 788 129 950 133 707 



10 
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3 - Conclusions : 

A. ETF a un impact considerable sur la potentialisation de la 
chimiluminescence des les premiers instants, a des concentrations 

5 de 10 et 1 ng/ml. 

B. Meme apres lavage, ETF induit une activation significative des 
granulocytes a 10 et 0,1 fig/ml. 

10 EXEMPLE 7 - ACTION DE L'ETF SUR LA SYNTHESE DU DNA 

I - Protocolc - Echantillon Peptide ETF n' VII 

Un pool de cellules spleniques de souris normales est obtenu et 
15 incube dans des microplaques avec ETF seu! a des doses croissantes. Le DNA 
est dose a Jl, J3, J5. 

Les resultats sont presentes sur la figure 1. 

I I Conclusions 

20 

L'ETF montre une reponse tres nette, proportionnelle a la dose. La 
plus forte dose utilisee (10 ng/ml) donne la plus grande synthese de DNA a 
tous les jours du controle avec un maximum au 3 erne jour. II faut noter, 
toutefois, que les valeurs de base sont superieures au 3eme jour, la reponse 
25 specifique est peut-etre en realite plus precoce. 

EXEMPLE 8 - ACTION D'ETF SUR LES CELLULES FORMANT DES 
PLAGES DE LYSE (PFC) 

30 I Protocolc 

50 souris Balb/C recevant 5 ^g dTTIT par \oic s.c. 108 GRM (globules 
rouges de mouton) dans 0,1 ml de PBS sont injcctes par voie i.v. 20, 10, et 3 
jours apres ETF ou 2 jours auparavant. Technique PFC de Cunningham et 
35 Szenberg. 
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I I Resultats 

Nombre de PFC pour 106 cellules spleniques. 



15 



Traitement 


Date d'immuno- 




Nombre de PFC a 






stimulation 


J+3 


J+4 


J+5 


J+6 


Temoins GRM 


0 


86 


509 


374 


119 


FTF 5 ng s.c. 


J-20 


69 


438 


318 


84 




J-10 


323 


m 


337 


104 




J-3 


57 


399 


353 


129 




J+2 


119 


410 


336 


135 



III Conclusions : 

On observe une reponse qui presente un maximum a J + 4 avec une 
20 augmentation importante, tres significative, du nombre de PFC chez les 
animaux ayant recu de PETF 10 jours avant l'antigene. 

EXEMPLE 9 - ACTION D'ETF SUR LES CELLULES NK 

25 I Action d'ETF sur les cellules NK - voie topique 

1 - Protocole general voie topique : 

souris CBA/H (90 souris) 
30 cellules cibles : 

* YAC-1 sensibles aux NK 

* P 815 non sensibles aux NK 

* ETF n° VII 
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Les souris regoivent chaque jour par voie topique 15 d'ETF en 
solution dans du Propylene Glycol a 105 M/ml, pendant 14 jours 
consecutifs. Une dose identique de rappel est administree le 18eme jour. 

La mesure de Pactivite lytique est faite tous les 3 jours par comptage 
5 du $ l Cr libere pour des rapports cellules effectrices : cellules cibles de 200 : 
1, 100 : 1, 50 : 1, 25 : 1, pendant 4 heures d'incubation. 

Les resultats sur les cellules NK par voie topique sont presentes sur 
les figures 2 et 3. 

Les resultats sont extrement nets. On constate, en fonction du temps, 
10 apres le debut du traitement par ETF, une augmentation hautement 
significative de Tactivite NK. Cette activite qui est decelable des le 3eme 
jour devient tres importante au 6eme et au 9eme jour et se maintient a un 
niveau tres eleve pendant toute la duree de rexperimentation (21 jours). 

15 2 - Conclusions 

Aucune cytotoxicity non specifique sur les cellules P 815 n r est 
decelable a aucun moment de rexperimentation. Ceci exclut que 
l'administration de TETF conduise a Tinduction de cellules de nature 
20 cytolytique non specifique ou a Tactivation polyclonale des cellules T 
cytolytiques. 

I I Action d'ETF sur les cellules NK - In vitro 

25 1 - Pro toco le de l'essai "in vitro" 

Cellules spleniques normales de souris CBA. Incubateur a 37° C + C02 
10 7 cellules par ml de milieu RPMI 1640 + 5% de serum foetal de veau. 
Incubation avec des quantites variables de la substance a etudier. Cellules 
30 cibles YAC-1. 
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La mesure de la lyse est faite par comptage du 5iCr libere pour des 
rapports cellules effectrices/cellules cibles de 200 : 1, 100 : 1, 50 : 1, 25 : 1 
pendant 4 heures d'incubation. 

Les resultats sont presentes sur la figure 4. 

5 

2 - Conclusions : 

ETF stimule tres fortement Pactivite des cellules NK in vitro de fagon 
proportionnelle a la dose. 
10 A une concentration de 0,1 ng/ml, Pactivite de PETF est encore tres 

superieure a 25 *ig/ml de poly I : C. 

(Activite au moins 100 fois superieure a celle du produit de 
reference poly I : C, inducteur d'interferon). 

15 III Action d'ETF sur les cellules NK - Voie injectable 

J* Protocole general voie injectable : 

Souris CBA/H de 4 & 5 mois. (140 souris) 
20 cellules cibles : 

*YAC-1 sensibles aux NK (lymphome induit/virus moloney) 

* P 815 insensibles aux NK (DBA/2 mastocytoma) 

La substance a tester (ETF n'VII) est injectee par voie i.p. dans 0,2 

ml de PBS, 24 heures avant le test. La mesure de la lyse est faite par 
25 comptage du 51 Cr libere pour des rapports cellules effectrices : cibles de 

200 : 1, 100 : 1, 50 : 1,25: 1 pendant 4 heures d'incubation. 

2 - Resultats NK/voie injectable 

30 Les resultats de Pactivite de stimulation des cellules NK par ETF sont 

representes sur la figure 5. lis montrent une forte activation des cellules 
NK, tres significative (P<0,01), chez les animaux ayant regu PETF (15 
mg/i.p.) par rapport aux temoins. Pas de cytotoxicity non specifique sur les 
P815. 

35 
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Sur la figure 6, on voit que Pactivation des cellules NK par ETF est 
due a un effet inducteur d'interferon. On observe une reduction drastique 
des cellules NK lors de Padministration simultanee d'anti-interferon 
(a-IF). 

5 La cinetique de la reponse des cellules NK aux jours 1, 3 ou 8 de 

Pinjection, par rapport a un temoin PBS, est representee sur la figure 7. La 
stimulation des cellules NK par EFT est de courte duree par voie injectable. 

Chez les animaux jeunes (7 a 9 mois), ETF stimule a la fois les cellules 
NK et pre-NK de faqon identique a des doses de tilorone de 1 mg par animal. 
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I.EGENDES PES FIGURES 



Figure 1 : 
5 ETF. Synthese du DNA 
Figure 2 : 

ETF. Cellules NK/voie topique 



o o traites/ETF 

# . temoins 

Figure 3 : 

ETF, Cellules NK/voie topique 



temoins 



o o traites 



Figure 4 



ETF : cellules NK 'in vitro* 
Comparaison ETF 0,1 --> 100 jig/ml 
25 avec Poly I : C 25 ng/ml 



o o- 



Poly I : C 25 ng/ml (temoin +) 



★ * PBS (temoin -) 

• ETF 0,1 ng/ml 

30 + + ETF 1,0 ^g/ml 

n ETF 10,0ng/ml 

A ETF 100,0 jig/ml 
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Figure 5 : 

ETF. Cellules NK voie injectable 
5 Figure 6 : 

ETF. Cellules NK voie injectable 

Role de Tinterferon dans la stimulation des cellules NK par ETF 

10 

Figure 7 : 

ETF. Cellules NK voie injectable 

15 Cinetique de la reponse NK ETF 

Test NK 1, 3 ou 8 jours apres 15 ng ETF voie (i.p.) 

20 
25 



30 
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RRVENDI CATIONS 

1. Composition pharmaceutique ou cosmetologique, caracterisee en 
ce qu'elle contient 

5 (i) au moins un conjugue peptidique, qui comprend une sequence d'au 
moins 3 acides amines derives d'une hormone thymique choisie parmi la 
thymuline et la thymopoietine, les acides amines pouvant etre 
independamment sous forme D, L ou DL, 

ladite sequence etant conjuguee chimiquement ou physiquement avec au 
10 moins un compose selectionne parmi : 

- les acides monocarboxyliques de formule generale 

HOOC-R (I) 

dans laquelle R represente un radical aliphatique en Ci-C2o> Hneaire ou 
ramifie, eventuellement substitue, pouvant comporter une ou plusieurs 
15 insaturations, 

ainsi que les derives alcool ou aldehyde ou amide des acides de formule I ; 

- les acides dicarboxyliques de formule generale 

HOOC-R! -COOH (II) 
dans laquelle Ri represente un radical aliphatique divalent, comprenant 
20 au moins 3 atomes de carbone, de preference 3 a 10 atomes de carbone, 
droit ou ramifie, notamment un radical alkyl, alkylene, alkenylene ou 
alkynylene, pouvant comporter une ou plusieurs insaturations 
eventuellement substitue, notamment par un ou plusieurs groupes amino, 
hydroxy, oxo ou un radical alkyl en Ci-C 3l Ri pouvant former un cycle 

25 avec Tune des fonctions acides 

(ii) en combinaison avec un excipient pharmaceutiquement et/ou 
cosmetologiquement acceptable, adapte a l'administration par voie topique 
externe. 

2. Composition selon la revendication 1, caracterisee en cc que dans 
30 la formule generale I, R peut representer : 

un radical monoinsalurc de configuration cis ou trans, de formule 
generale 

R 2 -CH=CH- 

dans laquelle R2 peut representer un radical alkylc lineaire ou ramifie 
35 comprenant au moins 6 atomes de carbone, de preference 6 a 16 atomes de 
carbone eventuellement, subsume par un groupe amino, hydroxy ou oxo ; 
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- un radical aliphatique lineaire ou ramifie en Ci-^o substitue ou non, 
notamment un radical alkyl, alkenyl ou alkynyl pouvant comporter une 
ou plusieurs insaturations et pouvant etre substitue par un ou plusieurs 
radicaux choisis dans le groupe comprenant : 
5 NH2, OH, oxo, thiol ou un radical cyclique non arornatique comportant de 5 
a 6 atomes dans le cycle dont 1 ou 2 pouvant etre differents du carbone, en 
particulier, S, O ou N, lesdits cycles pouvant etre substitues par des 
radicaux alkyl en Ci a C3, notamment methyl. 

10 3. Composition selon I'une des revindications 1 ou 2, 

caracterisee en ce que dans la formule II, Ri represenie un reste alkylene 
en Cj-Cg eventuellement substitue. 

4. Composition selon l'une des revendications 1 a 3, 
15 caracterisee en ce que les acides de formule generale I ou II sont choisis 

parmi Tacide acetique et ses derives, Tacide pyroglutamique, Tacide DL 
lipoique et ses derives, Tacide dihydrolipoique et derives, la N-lypoyl- 
lysine, Tacide adipique, Tacide a-amino-adipique, Tacide pimelique, 
Tacide sebacique et derives, les acides gras a-mono-insatures pour 
20 lesquels a R2" represente un reste alkyle, lineaire ou ramifie en C7, en 
particulier les acides hydroxydecenoiques et decenoiliques. 

5. Composition selon la revendication 4, caracterisee en ce 
que les acides de formule generale I ou II sont de preference choisis parmi 

25 Tacide acetique et ses derives, Tacide pyroglutamique, Tacide DL-Lipoique 
et ses derives, Tacide dihydrolipoique, Tacide N-Lipoyl-Lysine, Tacide 
adipique, Tacide a-amino-adipique, Tacide pimelique, Tacide sebacique et 
ses derives, Tacide trans-1 0-hydroxy- A2-decenoique et Tacide 
trans-oxo-9-decenoique. 

30 

6. Composition selon Tune des revendications 1 a 5, 
caracterisee en ce que la sequence d'aminoacidcs est lice a Tacide ou au 
derive de formule I ou II, sous forme de sel, d'ester ou d'amide. 
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7. Composition selon Tune des revendications 1 a 6, 
caracterisee en ce que le conjugue presente la formule generale 

A-X-Gln-Gly-Gly-Y (III) 

dans laquelle 

5 A est un compose de formule generale I ou II ou le radical correspondant 
-X est: Ser, Lys-Ser, Ala-Lys-Ser, Pyr-Ala-Lys-Ser, une liaison ou 

Glx-Ala-Lys-Ser 
dans laquelle Glx est : Pyro-Glu, Glu ou Gly et ses derives 

10 - Y est : Ser-Asn-OH 
Ser-Asn-NH2 
Ser-OH 
Ser-NH2 

les acides amines etant sous forme D, L ou DL 

15 

8. Composition selon Tune des revendications 1 a 6, 
caracterisee en ce que le conjugue presente la formule generale 

A-W-Lys-Asp-Z (IV) 

dans laquelle 

20 A est un compose de formule generale I ou II ou le radical correspondant 
W represente : Giu-Gln-Arg, Gln-Arg, Arg, 

Arg-Lys-, Arg-Lys-Asp ou une liaison 
Z represente ; Val-Tyr-NH 2 , Val-Tyr-OH 

Val-NH 2 , Val-OH, Tyr-OH, Tyr-NH 2l 
25 OH ou Ni l 2 

Tune au moins des sequences Arg-Lys-Asp ou Lys-Asp-Val etant presente, 
les acides amines etant sous forme D, L ou DL 

9. Composition selon Tune des revendications 1 a 8, 
30 caracterisee en ce que le conjugue est selectionnc parmi les derives 

peptidiques suivants : 
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I 


A - 


Pyr - 


Ala - 


Lys - 


Ser - 


Gin 


- Gly - 


Gly - 


Ser - 


Asn - NH 2 


II 


A - 


Pyr - 


Ala - 


Lys - 


Ser - 


Gin 


- Gly - 


Gly - 


Ser - 


NH 2 


III 


A - 


Ala - 


Lys - 


Ser - 


Gin - 


Gly 


- Gly - 


Ser - 


Asn - 


NH 2 


IV 


A - 


Ala - 


Lys - 


Ser - 


Gin - 


Gly 


- Gly - 


Ser - 


NH 2 




V 


A - 


Lys - 


Ser - 


Gin - 


Gly - 


Gly 


- Ser - 


Asn - 


NH 2 




VI 


A - 


Lys - 


Ser - 


Gin - 


Gly - 


Gly 


- Ser - 


NH 2 






VII 


A - 


Ser - 


Gin - 


Gly - 


Gly - 


Ser 


- Asn - 


NH 2 






VIII 


A - 


Ser - 


Gin - 


Gly - 


Gly - 


Ser 


- NH.2 








IX 


A - 


Gin - 


Gly - 


Gly - 


Ser - 


Asn 


- NH 2 








X 


A - 


Gin - 


Gly - 


Gly - 


Ser - 


NH 2 











10 

XI A-Glu-Gln-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-NH 2 

XII A-Glu-Gln-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-OH 

XIII A-Gln-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-NH 2 

XIV A-Gln-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-OH 
15 XV A-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-NH 2 

XVI A-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-OH 

XVII A-Lys-Asp-Val-Tyr-NH 2 

XVIII A-Lys-Asp-Val-Tyr-OH 

XIX A-Arg-Lys-Asp-Val-NH 2 

20 XX A-Arg-Lys-Asp-Val-OH 

XXI A-Arg-Lys-Asp-NH 2 

XXII A-Arg-Lys-Asp-OH 

A etant un compose de formule I ou II, ou le radical correspondant, 
les acides amines pouvant etre sous forme D, L, ou DL 



10. Composition selon 1'une des revendications 1 a 9, 
caracterisee en ce qu'au moins une partie des acides amines est sous forme 
glycosylee. 



30 11. Composition selon Tune des revendications 1 a 10, 

caracterisee en ce qu'au moins un conjugue est sous forme de complexe 
metallopeptidique lie chimiquement ou physiquement a un sel de Zinc. 
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12. Composition selon Tune des revendications 1 a 11, 
caracterisee en ce qu'elle contient Tun des conjugues suivants : 

. acide acetique-Arg-Lys-Asp-VaI-Tyr-NH 2 
. Pyr-Ala-Lys-Ser-Gln-GIy-Ser-Asn-OH 

5 

13. Utilisation d'une composition selon l'une des 
revendications 1 a 12 pour la preparation d'un medicament destine a 
corriger les deficiences du systeme immunitaire. 

10 14. Utilisation d'un conjugue selon Tune des revendications 1 

a 12 pour la preparation d'une composition destinee au traitement et a la 
prevention de la chute des cheveux. 

15. Composition selon l'une des revendications 1 a 12, 
15 caracterisee en ce qu'il s'agit d'une preparation a usage dermatologique, 
utilisable sous forme de cremes, de laits, de lotions, de sprays, en 
administration topique pour le traitement preventif et curatif des 
alopecies. 

20 16. Composition selon Tune des revendications 1 a 12, 

caracterisee en ce qu'il s'agit d'une composition dcrmocosmetologique. 

17. Composition selon Tune des revendications 1 a 12 ou 16, 
caracterisee en ce qu'il s'agit d'une preparation dermo-cosmetologique ou 

25 cosmetique, a l'usage des soins de beaute et du rajeunissement cutane en 
applications locales, utilisables sous forme de cremes , de gels, de laits, de 
lotions et de sprays. 

18. Composition selon l'une des revendications 1 a 12 ou 16, 
30 caracterisee en ce qu'il s'agit de preparations cosmeto-capillaires 

destinees a la prevention et au traitement de la chute des cheveux, 
applicables localement sous forme de lotions, de sprays, ct d'ampoules 
lyophilisees, avec solvant, pour applications locales. 



35 
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19. Conjugue peptidique susceptible d'entrer dans une 
composition selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
qu'il comprend une sequence d'au moins 3 acides amines derives de la 
thymuline, les acides amines pouvant etre indepcndamment sous forme D, 
5 Lou DL, 

ladite sequence etant conjuguee chimiquement ou physiquement avec au 
moins un compose selectionne parmi : 

- les acides monocarboxyliques de formule generale 

HOOC-R (I) 

10 dans laquelle R represente un radical aliphatique en Ci-C 2 o. lineaire ou 
ramifie, eventuellement substitue, pouvant comporter une ou plusieurs 
insaturations, 

ainsi que les derives alcool ou aldehyde ou amide des acides de formule I ; 

- les acides dicarboxyliques de formule generale 
15 HOOC-R! -COOH (II) 

dans laquelle Ri represente un radical aliphatique divalent, comprenant 
au moins 3 atomes de carbone, de preference 3 a 10 atomes de carbone, 
droit ou ramifie, notamment un radical alkyl, alkylene, alkenylene ou 
alkynylene, pouvant comporter une ou plusieurs insaturations 
20 eventuellement substitue, notamment par un ou plusieurs groupes amino, 
hydroxy, oxo ou un radical alkyl en C1-C3, Ri pouvant former un cycle 
avec Tune des fonctions acides. 

20. Conjugue peptidique selon la revendication 19, caracterise 
25 en ce que dans la formule generale I ( R peut representer : 

un radical monoinsature de configuration cis ou trans, de formule 
generale 

R 2 -CH=CH- 

dans laquelle R 2 peut representer un radical alkyle lineaire ou ramifie 
30 comprenant au moins 6 atomes de carbone, de preference 6 a 16 atomes de 
carbone eventuellement, substitue par un groupe amino, hydroxy ou oxo ; 
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- un radical aliphatique lineaire ou ramifie en C!-C2o substitue ou non, 
notamment un radical alkyl, alkenyl ou alkynyl pouvant comporter une 
ou plusieurs insaturations et pouvant etre substitue par un ou plusieurs 
radicaux choisis dans le groupe comprenant : 
5 NH2, OH, oxo, thiol ou un radical cyclique non aromatique comportant de 5 

a 6 atonies dans le cycle dont 1 ou 2 pouvant etre differents du carbone, en 
particulier, S, O ou N, lesdits cycles pouvant etre substitues par des 
radicaux alkyl en C\ a C3, notamment methyl, 

et dans la formule generale II, Rj represente un reste alkylene en C 4 -Cg, 
10 eventuellement substitue. 



21. Conjugue selon Tune des revendications 19 ou 20, 
caracterise en ce que les acides de formule generale I ou H sont choisis 
parmi l'acide acetique et ses derives, l'acide pyroglutamique, l'acide DL 

15 lipoi'que et ses derives, Tacide dihydrolipoique et derives, la N-lypoyl- 
lysine, l'acide adipique, l'acide a-amino-adipique, l'acide pimelique, 
l'acide sebacique et ses derives, les acides gras a-mono-insatures pour 
lesquels "R2" represente un reste alkyle, lineaire ou ramifie en C7, en 
particulier les acides hydroxydecenoiques et decenoiliques, tel que Tacide 

20 trans- 10-hydroxy-A2-decenoYque et l'acide trans-oxo-9-decenoique. 



25 



22. Conjugue selon I'une des revendications 19 a 21, 
caracterise en ce que la sequence d'aminoacides est liee a l'acide ou au 
derive de formule I ou II, sous forme de sel, d'ester ou d'amide. 



23. Conjugue selon Tune des revendications 19 a 22, 
caracterise en ce qu'il presente la formule generate 

A-X-Gin-Gly-Gly-Y (III) 

dans laquelle 

30 A est un compose de formule generale I ou II ou le radical correspondant 
- X est : Ser, Lys-Ser, Ala-Lys-Ser, Pyr-Ala-Lys-Ser, une liaison ou 

Glx-Ala-Lys-Ser 
dans laquelle Glx est : Pyro-Glu, Glu ou Gly et ses derives 
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- Y est : Ser-Asn-OH 

Ser-Asn-NH2 

Ser-OH 

Ser-NH2 

les acides amines etant sous forme D t L ou DL 

24. Conjuge selon Tune des revindications 19 a 23, caracterise 
en ce qu'il est selectionne parmi les derives peptidiques suivants : 



I 


A - 


Pyr - 


Ala - 


■ Lys - 


Ser 


- Gin 


- Gly - 


Gly 


- Ser - 


Asn 


II 


A - 


Pyr - 


Ala - 


■ Lys - 


Ser 


- Gin 


- Gly - 


Gly 


- Ser - 


NH 2 


III 


A - 


Ala - 


Lys - 


Ser - 


Gin 


-Gly 


- Gly - 


Ser ■ 


- Asn - 


NH 2 


IV 


A - 


Ala - 


Lys - 


Ser - 


Gin 


- Gly 


- Gly - 


Ser - 


NH 2 




V 


A - 


Lys - 


Ser - 


Gin - 


Gly 


- Gly 


- Ser - 


Asn 


- NH 2 




VI 


A - 


Lys - 


Ser - 


Gin - 


Gly 


- Gly 


- Ser - 


NH 2 






VII 


A - 


Ser - 


Gin - 


Gly - 


Gly 


- Ser 


- Asn - 


NH 2 






VIII 


A - 


Ser - 


Gin - 


Gly - 


Gly 


- Ser - 


• NH 2 








IX 


A - 


Gin - 


Gly - 


Gly - 


Ser 


- Asn 


- NH 2 








X 


A - 


Gin - 


Gly - 


Gly - 


Ser 


- NH 2 











XI A-AIa-Lys-Ser-Gln-Gly-Ser-Asn-OH 

20 

A etant un compose de formule [ ou II, ou le radical correspondant, les 
acides amines pouvant etre sous forme D, L, ou DL, une panic des acides 
amines pouvant etre sous forme glycosylee. 

25 2 5. Conjugue selon Tune des revendications 19 a 24, 

caracterise en ce qu'il est sous forme de complete metallo-peptidique lie 
chimiquement ou physiquement a un sel de zinc. 

26. A titre de medicament, conjugue selon Tune des 
30 revendications 19 a 25. 
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